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Abstrakt 
 
Tato bakalářská práce se zabývá klasifikací organismů na základě nukleotidové 
četnosti. Cílem práce je seznámit se s problematikou vyhodnocení příbuznosti organismů na 
základě podobnosti DNA sekvencí, navrhnout a realizovat v programovém prostředí Matlab 
algoritmus pro klasifikaci organismů na základě klasické fylogenetické metody, základních i 
pokročilých numerických metod a tyto metody mezi sebou porovnat.  
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Abstract 
 
This thesis deals with the classification of organisms based on the nucleotide 
frequency. Goal is to get acquainted with the problems of evaluating similarity of organisms 
on the basis of similarity of DNA sequences to design and implement in Matlab algorithm to 
classify organisms based on classical phylogenetic methods, basic and advanced numerical 
methods, and these compare methods with each other. 
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Úvod 
 
Věda studující evoluční příbuznost mezi různými druhy organismů se nazývá 
fylogenetika. Vývoj druhu neboli evoluce organismů je zobrazena pomocí fylogenetických 
stromů, které byly v minulosti především konstruovány na základě morfologických dat. 
S objevem struktury a funkce DNA ve fylogenetice převládá využívání molekulárních dat, 
které jsou ne rozdíl od morfologických zcela objektivní.  
S objevem a rozvojem sekvenace DNA a s ukládáním DNA sekvencí 
v elektronických databázích je stále větší tendence k porovnávání a klasifikaci organismů 
na základě nukleotidových četností. Současný vývoj směřuje k nalezení metod, které by 
sloužili ke klasifikaci organismů bez nutnosti zarovnání sekvencí, protože zarovnání 
sekvencí je velice výpočetně i časově náročné.  
V současnosti již existuje řada nových metod založených na specifické četnosti 
nukleotidů, dinukleotidů, nukleotidových tripletů atd. V této práci jsou popsány jak 
základní numerické metody, tak i dvě metody pokročilejší, které jsou založeny na 
specifické četnosti dinukleotidů různě vzdálených od sebe a na specifické četnosti slov 
různé délky.  
Cílem této práce je prostudovat dostupnou literaturu a určit výhody a nevýhody 
jednotlivých metod. Srovnat numerické metody s klasickou metodou, která je založena na 
zarovnání sekvencí, a určit jejich účinnost a úspěšnost v klasifikaci organismů a jejich 
časovou náročnost. Vytvořit grafické uživatelské rozhraní pro usnadnění práce 
s programem a vykreslení fylogenetických stromů všech metod.  
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1 Fylogenetický úvod 
 
Poměrně nápadnou vlastností života na Zemi je to, že organismy vytvářejí 
hierarchicky uspořádaný systém vzájemně do sebe vnořených skupin. Na nejnižší úrovni 
existují druhy tvořené skupinami vzájemně si podobných jedinců. Druhy je možné 
uspořádat do vyšších skupin na základě podobnosti jejich příslušníků a tyto skupiny druhů 
opět do skupin vyšší a vyšší úrovně.  
Fylogeneze, tedy vznik a vývoj jednotlivých vývojových linií, je předmětem studia 
fylogenetiky. Fylogenetika se snaží zejména rekonstruovat průběh kladogeneze, tj. pořadí a 
způsob větvení všech vývojových linií v průběhu evoluce. Přitom se však musí nutně opírat 
o studium anageneze, tj, o studium vývoje jednotlivých vlastností organismů v rámci 
příslušných vývojových linií.  
V současné době jsou ve fylogenetice v širokém měřítku využívány molekulární 
znaky, pod kterými rozumíme znaky uložené v sekvencích informačních makromolekul – 
DNA, RNA a proteinů. [1] [7] 
 
1.1 Molekulární znaky 
 
Z hlediska systematiky a fylogenetiky mají molekulární znaky ve srovnání se znaky 
klasickými, například morfologickými, řadu důležitých výhod.  
 Jsou to znaky právě z té úrovně, kde vznikají evoluční novinky (mutace). 
 Obvykle víme docela dobře, jak se dědí. 
 Mnoho z nich nezávisí na prostředí. 
 Jsou velmi často selekčně neutrální, nejsou ovlivňovány přírodním výběrem. 
Míra sdílení molekulárně biologických znaků u dvou druhů proto přímo 
odráží míru vzájemné příbuznosti daných druhů. 
 Je jich obrovské množství. Velikost genomů se pohybuje od 0,5*106 – 
600*10
9
. Lidský genom obsahuje přes 3 miliardy párů bází. Odhaduje se, že 
lidé se mezi sebou liší v 0,1% tj. 3 miliónech bází. 
12 
 
 Jsou použitelné na všech úrovních taxonomie. Od porovnávání jedinců 
v rámci populace až po rekonstrukci velmi hluboké fylogeneze. 
 Dají se jednoznačně popsat, protože nabývají několika diskrétních stavů (4 
nukleotidy, 20 aminokyselin). Jsou v podstatě digitální. 
 Jednotlivé znaky jsou na sobě obvykle nezávislé. To u morfologických 
neplatí. 
 Jsou lépe vážitelné, protože neuděláme velkou chybu, když jim přisoudíme 
stejnou váhu. 
Samozřejmě, že molekulární znaky mají také nevýhody. 
 Neposkytují informaci o anagenezi. Většina molekulárních znaků se vůbec 
neprojeví na fenotypu, takže nijak nesouvisí s anageneze organismu. I když 
by se nejednalo o selekčně neutrální znak, téměř nikdy nevíme, jak konkrétně 
se daný molekulární znak na fenotypu projeví. Z molekulárních znaků 
samotných nelze poznat, zda je jeho nositel ještě plaz nebo už pták či savec. 
 I když se náklady rok od roku snižují, získávání molekulárních znaků je v 
průměru stále ještě dražší než získávání znaků morfologických. 
 Při získávání molekulárních znaků je někdy nutné organismus nebo jeho část 
nenávratně zničit. [1] 
 
1.2 Nositelé genetické informace – DNA a RNA 
 
Materiální nosičem genetické informace je u dnešních organismů nukleová kyselina, 
v naprosté většině případů DNA. Skupiny virů, u nichž je genetická informace uchovávána 
v podobě RNA, vznikly v evoluci s největší pravděpodobností až druhotně. Genetická 
informace je v DNA zapsána do aperiodické sekvence čtyř nukleotidů, tj. deoxyadenosin-
5’-fosfátu (A), deoxythimidin-5’-fosfátu (T), deoxyguanosin-5’-fosfátu (G) a deoxycytidin-
5’-fosfátu (C), v dlouhém nevětveném řetězci dvouřetězcové nukleové kyseliny. Oba 
řetězce jsou si navzájem komplementární, tj. nukleotidu obsahujíc bázi adenin v jednom 
řetězci odpovídá ve druhém řetězci nukleotid obsahující thymin a nukleotidu obsahujícímu 
cytosin v jednom řetězci odpovídá nukleotid obsahující guanin v řetězci druhém. Ukázka 
sekvence čtyř nukleotidů je na obrázku 1. [1] [7] 
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1.2.1 Genetický kód 
Kódování 20 aminokyselin a jejich řazení do polypeptidického řetězce pomocí čtyř 
různých bází obsažených v nukleových kyselinách bylo vyřešeno na základě 
matematických metod (možnosti kombinatoriky). Na základě možných náhodných 
kombinací čtyř bází byla potvrzena jako jediná platná kombinace tří bází, triplet, jako 
jednotka genetického kódu. Tabulka 1 zaznamenává všechny triplety (kodony) a jim 
odpovídající aminokyseliny. [4] 
Obrázek 1 Sekvence čtyř nukleotidů v DNA 
14 
 
 
61 tripletů kóduje zařazení 20 aminokyselin do polypeptidického řetězce. Tři 
triplety nekódují žádnou aminokyselinu (UAG, UAA, UGA) a jsou označovány jako stop 
kodony (terminační kodony). Při translaci je výskytem stop kodonu další proteosyntéza 
ukončena.  
Z údajů v Tabulce 1 je patrné, že existuje tzv. degenerace genetického kódu. 
Degenerace genetického kódu znamená jeho nadbytečnost, tedy skutečnost, že jedna 
aminokyselina může být kódována více triplety. Například leucin, arginin, a serin jsou 
kódovány šesti triplety, jiné aminokyseliny jsou kódovány čtyřmi, třemi nebo dvěma 
triplety. Pouze methionin a tryptofan mají jediný možný kodon. Kodon pro methionin je 
iniciační kodon, který zahajuje translaci genů lokalizovaných na jaderných chromozomech. 
Otevírá tzv. čtecí rámec, místo, od kterého začíná proteosyntéza. 
Genetický kód je čten lineárně, tzn. bez přerušení a bez překryvů. Genetický kód je 
univerzální, tzn. shodu v kódování aminokyselin pro všechny organismy, tedy počínaje viry 
a konče člověkem. Univerzálnost je vysvětlitelná předpokladem velkého evolučního stáří 
genetického kódu, kdy případné odchylky byly odstraněny přírodním výběrem. [2] 
 
Tabulka 1 Genetický kód 
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1.2.2 Mutace DNA 
Mutace, tj. změny ve struktuře genetického materiálu respektující pravidla zápisu 
genetické informace, jsou naprosto nezbytné pro biologickou evoluci. Bez vzniku mutací 
by se evoluce dříve či později zastavila, organismy by ustrnuly na dosaženém vývojovém 
stupni. V případě výraznějších proměn zevního prostředí by nemohly na tyto změny 
reagovat a pravděpodobně by vyhynuly. Ačkoli se důvodně předpokládá, že většina nově 
vznikajících mutací je pro své nositele více či méně škodlivá, z hlediska populace či 
z hlediska druhu je vznikání nových mutací životně důležité. Pokud jsou pravidla zápisu a 
kódování porušena nejedná se o mutaci ale o poškození DNA 
Mutace můžeme rozdělit podle celé řady kritérií. Podle jejich fyzické povahy je 
můžeme rozdělit na mutace bodové, mutace na úrovni úseků DNA (řetězcové), na úrovni 
chromosomů a na úrovni celého genomu.  
Bodové mutace spočívají nejčastěji v záměně jednoho nukleotidu druhým; jedná se 
o tzv. záměnové mutace, substituce. Dále mezi bodové mutace patří delece a inzerce, při 
nichž se v určitém místě DNA mění počet nukleotidů, nejčastěji o jeden, poměrně časté 
však jsou i dinukleotidové inzerce a delece.  
Frekvence jednotlivých typů mutací se velice liší a závisí nejen na typu organismu a 
na genomu, ve kterém se mutace vyskytuje, ale i na nukleotidech, které se vyskytují poblíž 
dané pozice. [1] [7] 
1.2.3 Sekvenace DNA 
Sekvenace je souhrnný název pro biochemické metody, které slouží k určení sekvence 
nukleotidů v jednom z řetězců DNA (druhý je komplementární). Sekvenování nám 
umožňuje odhalit největší procento genetických znaků, kterými se studované druhy skutečně 
liší. Jednotlivé fragmenty DNA pro vlastní sekvenci se dnes připravují téměř vždy 
zmnožením (amplifikací) zkoumaného úseku DNA polymerázovou řetězovou reakcí (PCR). 
Bylo vyvinuto poměrně velké množství technik sloužících k sekvenování DNA, které se liší 
některými základními principy a dále především cenou a rychlostí. Mezi dvě základní 
metody patří tzv. Maxam-Gilbertovo sekvenování a Sangerovo sekvenování. Obě mají 
společné to, že využívají k roztřídění sekvencí gelové elektroforézy, liší se však způsoby, jak 
tyto sekvence vznikají. Na obrázku 2 můžeme vidět výsledek sekvenování pomocí 
Sangerovy metody. [6] 
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Obrázek 2 Sangerova sekvenace 
 
1.3 Databáze bioinformatických dat 
 
Bioiformatické databáze slouží k ukládání, vyhledávání a analýzu 
bioinformatických dat, jako jsou primární sekvence DNA, proteinové sekvence, mikroarray 
data, RNA sekvence, 3D struktura proteinů, atd. Existují dva typy databází, a to 
moderované, u kterých jsou odeslaná data nejprve moderátorem zkontrolována a teprve 
poté jsou zveřejněna, a databáze nemoderované, kde jsou data po odeslání zpravidla 
okamžitě zveřejněna a jejich kvalitu a formu nikdo nekontroluje. Příkladem moderované 
databáze je Swiss-Prot, mezi nemoderované databáze patří trojice GenBank, EMBL a 
DDBJ. [3] 
Do databází se primárně ukládají data sekvenční a pak data doplňující, která 
popisují příslušná sekvenční data. Sekvenční data se mohou nacházet ve formě surových 
dat nebo jako formátovaná data. Surová data jsou data nezpracovaná, nijak upravená, 
zpravidla ve formě posloupnosti znaků, a neobsahují žádnou popisnou část. Naproti tomu 
jsou data formátovaná upravená dle požadovaného formátu pro konkrétní databázi či 
použití a většinou obsahují i část, která popisuje daná data, jako např. identifikační kód, 
název organismu, chromozom, gen atd. Mezi často používaný formát dat patří FASTA, 
který obsahuje popisnou hlavičku a pak sekvenci kódovanou pomocí IUPAC konvence. 
Jednou z nejpoužívanějších databází primárních sekvencí je GenBank, kterou 
provozuje NCBI (The National Center for Biotechnology Information) od roku 1992. NCBI 
úzce spolupracuje s databázemi EMBL (European Molecular Biology Laboratory) a DDBJ 
(DNA Data Bank of Japan) Tyto tři databáze sdílejí svá data. [5] 
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2 Fylogenetická metoda stanovení podobnosti 
 
Porovnávání dvou či více sekvencí a zjišťování míry jejich vzájemné podobnosti je 
centrálním tématem praktické bioinformatiky. Za svůj současný rozmach bioinformatika 
vděčí i tomu, že základy oboru byly položeny v době, která se nám dnes může jevit jako 
idylická a idealistická. Vědecké úsilí – s výjimkou vojenského výzkumu a bezprostředně 
komerčních aplikací – bylo ještě počátkem 80. let minulého století vnímáno jako záležitost 
především veřejná a měřítkem kvality výzkumu byly publikace, nikoli patenty. Neochota 
volně sdílet primární data, na nichž publikace stojí, mohla svědčit pouze o pochybné kvalitě 
oněch dat, a tedy i týmu, který je vyprodukoval, nikoli snad o tom, že si firma, která 
výzkum financuje, chce udržet kontrolu nad oběhem výsledků, které by mohly mít 
komerčně zajímavý dopad.  
Má-li měření podobnosti mít smysl, musíme být především schopni rozlišit, které 
sekvence jsou si doopravdy podobné. V ideálním případě tedy hledáme postup, který by 
identickým sekvencím přiřadil podobnost maximální a dvěma náhodně vybraným 
náhodným sekvencím podobnost minimální, kterou bychom pro praktické účely mohli 
považovat za „nepodobnost“. [3] 
 
2.1 Zarovnání sekvencí 
 
Prvním krokem fylogenetických metod, které třídí organismy na základě jejich 
příbuznosti, je zarovnání sekvencí. Rozlišujeme dva základní typy zarovnání sekvencí – 
lokální a globální zarovnání. [1] [3] 
Lokální zarovnání sekvencí provádí algoritmus Smith-Waterman. Je to takové 
zarovnání, ve kterém jsou hledány nejpodobnější úseky všech možných délek mezi dvěma 
sekvencemi, oblasti na sekvencích vzdálené od těchto úseků jsou při hodnocení zanedbány. 
Toto zarovnání je vhodné pro méně podobné či různě dlouhé sekvence. Nevýhodou tohoto 
zarovnání je to, že se omezuje na přiřazení kratšího úseku, který vykazuje podobnost a tam, 
kde se sekvence příliš liší, s přiřazením končí. [3] [5] 
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Existuje i algoritmus Needleman-Wunsch, který provádí globální zarovnání 
sekvencí. Při tomto zarovnávání je brán ohled na celou sekvenci. Globální zarovnání se 
snaží o co největší shodu po celé délce sekvencí bez posunutí po sobě jdoucích bloků. 
Globální zarovnání je vhodné na zarovnání kratších sekvencí spíše větší podobnosti a 
podobné délky. Nevýhodou tohoto zarovnání je vkládání mezer (gap) představující deleci, 
ke které mohlo dojít v průběhu odlišného vývoje porovnávaných sekvencí. [3] [5] 
Ne vždy lze příbuznost odhalit porovnáním pouze dvou sekvencí, resp. ze 
samotného párového zarovnání nemusí být zřejmá podobnost. Při zarovnání více než 2 
sekvencí se využívá vícenásobné zarovnání. Počet sekvencí, které mohou být optimálně 
zarovnány, je však limitován. Důvodem je exponenciální nárůst paměťových nároků a 
počtu operací nutných k výpočtu. [3] [5] 
 
2.2 Distanční matice 
 
Po zarovnání sekvencí se každé dvojici znaků, která se v přiřazení (zarovnání) může 
vyskytnout, přiřadí konkrétní číselná hodnota, která vyjadřuje vzájemnou podobnost 
nukleotidů, které tyto znaky zastupují. V nejjednodušším případě se může jakékoli 
identické dvojici pozic (páru) přidělit hodnota 1 a jakékoli neidentické dvojici (nepáru) 
hodnota 0.  
Celková hodnota podobnosti se stanoví jako součet hodnot podobnosti všech 
jednotlivých pozic přiřazení. Pokud se vzájemně porovnává míra podobnosti různě 
dlouhých sekvencí, normalizuje se takto zjištěná hodnota podobnosti vydělením počtem 
pozic v přiřazení.  
Uvedený základní postup přiřazuje identickým sekvencím maximální podobnost (při 
uvedených hodnotách parametrů by normalizovaná hodnota podobnosti byla 1), avšak i 
dvěma náhodně vybraným sekvencím odpovídá nenulová hodnota podobnosti (v takovém 
případě bychom např. pro DNA při rovnocenném zastoupení všech bází očekávali 
průměrnou normalizovanou podobnost 0,25).  
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Výsledkem je substituční matice, což je čtvercová matice, jejíž řádky a sloupce 
odpovídají jednotlivým sekvencím. Tato matice je souměrná podle hlavní diagonály, která 
odráží podobnost sekvencí. [8] 
 
2.3 Fylogenetický strom 
 
Do 50. let minulého století byly fylogenetické stromy konstruovány experty na 
základě jejich zkušeností – subjektivní kritéria. Poté byla hledána objektivní kritéria pro 
konstrukci fylogenetických stromů.  
Fylogenetický strom je grafickým znázorněním příbuzenských vztahů mezi různými 
taxonomickými jednotkami, o nichž lze předpokládat, že mají společného předka. 
Příbuzenské vztahy se zde posuzují na základě morfologické či genetické podobnosti. 
Místo taxonomických jednotek mohou ve fylogenetických stromech vystupovat přímo 
jednotlivé biologické druhy nebo i jednotlivé geny těchto druhů. Takto vzniklé struktury se 
označují jako fylogramy a jak z názvu vyplývá, připomínají strukturu stromu.  
Anatomie stromů je složena z jednotlivých částí, které nazýváme kořenem 
(reprezentující společného prapředka analyzovaných sekvencí), listy (představující 
jednotlivé biologické druhy), větve (určující evoluční vzdálenost) a jsou spojeny pomocí 
struktur zvaných uzly (posloupnost spojování listů a evoluční příbuznost taxonů). [1] [5] 
 
2.4 Realizace fylogenetické metody 
 
Na obrázku 3 je znázorněn blokový diagram fylogenetické metody stanovení 
podobnosti mezi sekvencemi. Největší nevýhodou této metody je nutnost zarovnání 
sekvencí, což je velice výpočetně i časově náročné a počet sekvencí, které mohou být 
optimálně zarovnány je limitován. [3] 
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Obrázek 3 Blokový diagram fylogenetické metody stanovení podobnosti 
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3 Numerické metody stanovení podobnosti 
 
Se stále se zvyšujícím počtem analyzovaných sekvencí se objevují tendence nalézt 
metody, které by nebyly založené na vzájemném zarovnání sekvencí, vzhledem k jejich 
výpočetní a časové náročnosti. Snahou je sekvence charakterizovat pomocí různých 
parametrů vyskytujících se v sekvencích (např. četnost dinukleotidů, nukleotidových 
tripletů, atd.). 
 
3.1 Základní numerické metody 
3.1.1 Klasifikace pomocí četnosti nukleotidů 
V sekvencích se vyskytují čtyři typy nukleotidů A, C, G a T. Na začátku této 
metody není na rozdíl od fylogenetické metody zarovnání sekvencí ale určení četnosti 
jednotlivých nukleotidů. Tyto četnosti jsou z důvodu nezarovnaných sekvencí poděleny 
délkou příslušné sekvence, abychom získali normalizovanou hodnotu četnosti. Poté je 
určena suma rozdílů jednotlivých četností a podělena počtem nukleotidů. Tím je získána 
výsledná distanční matice.  
Princip metody je popsán na následujícím příkladu s krátkými sekvencemi S1 a S2. 
Sekvence nejsou stejně dlouhé, sekvence S1 je dlouhá 7 nukleotidů a sekvence S2 má délku 
8 nukleotidů. První sekvence je definována jako S1 =  TTACCCG a druhá jako S2 =  
TAAAGGTC. Nejprve jsou určeny četnosti jednotlivých nukleotidů (t1, a1, c1, g1, t2, a2, c2, 
g2) a poděleny délkou sekvence. 
    
 
 
     
 
 
     
 
 
     
 
 
  
    
 
 
      
 
 
      
 
 
      
 
 
 
Poté je vypočtena suma rozdílů četností a podělena celkovým počtem nukleotidů, 
které se vyskytují v sekvencích. Výsledkem je distanční vzdálenost mezi sekvencemi S1 a 
S2. 
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Jak již vychází ze samotného popisu výpočtu distanční vzdálenosti D, tak čím více 
si jsou sekvence podobné, tím vychází D (distanční vzdálenost) menší. Pokud vyjde 
distanční vzdálenost rovna nule, sekvence jsou úplně stejné a není mezi nimi žádný rozdíl. 
Z vypočtené distanční matice je poté již vytvořen výsledný fylogenetický strom. 
3.1.2 Klasifikace pomocí četností dinukleotidů 
Princip této metody vychází z uvedeného postupu v kapitole 3.1.1. U této metody je 
nejprve nutné zjistit četnosti všech 16 dinukleotidů vyskytujících se v sekvencích. Jelikož 
tato metoda opět pracuje s nezarovnanými sekvencemi, musí být četnosti normalizované 
délkou sekvence. Distanční matice je poté vypočtena jako suma rozdílů četností všech 
nukleotidů podělena počtem dinukleotidů. Blokový diagram této numerické metody je 
znázorněn na obrázku 4. 
3.1.3 Klasifikace pomocí četností nukleotidových tripletů 
Výpočet distanční matice vychází z výše uvedeného postupu u klasifikace pomocí 
četností nukleotidů. V tomto případě je však nukleotidových tripletů 64 a proto je výsledná 
suma rozdílů četností podělena 64.  
 
3.2 Pokročilé numerické metody 
3.2.1 Metoda založená na různě vzdálených dinukleotidech – 
podle Qi 
Podstatou této metody je to, že sekvence DNA je chápana jako matice četností 
jednotlivých dinukleotidů nebo vektor četností jednotlivých dinukleotidů. Srovnání 
Obrázek 4 Blokový diagram metody založené na četnosti dinukleotidů 
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jednotlivých sekvencí je poté provedeno na základě výpočtu vzdáleností mezi hodnotami 
v matici četností.  
Mezi nejdůležitější rysy této metody patří to, že nedochází k nalezení pouze 
sousedních párů nukleotidů XY, ale dochází k identifikaci i nesousedních nukleotidů X a Y 
vzdálených o jeden či více nukleotidů. Výhodou této metody je to, že je velmi rychlá, 
nevyžaduje zarovnání sekvencí ani grafické znázornění sekvencí. Může být použita 
k analýze podobnosti jak na krátké tak i na dlouhé sekvence.  
Typicky je sekvence DNA reprezentována čtyřmi nukleotidy A, C, T  a G. 
Kombinací těchto čtyř nukleotidů vzniká 16 dinukleotidů - AA, AC, AG, AT, TT, TA, TC, 
TG, GT, GA, GC, GG, CT, CA, CC, CG. Tato metoda tak pracuje s 16-ti rozměrnou 
maticí, ve které jsou zastoupeny četnosti jednotlivých dinukleotidů XY, kde se X a Y 
nacházejí vedle sebe. Tato matice je dále rozšířena dalšími 16-ti rozměrnými maticemi, ve 
kterých jsou zastoupeny četnosti dinukleotidů XY, kde X a Y jsou od sebe vzdáleny jeden 
nebo více nukleotidů.  
U této metody existují dva způsoby, jak vypočítat distanční matici. Prvním z nich je 
tzv. City Block distance. City Block distance je založen na tom, že jsou dány dvě sekvence 
s a h. Z těchto sekvencí získáme matice četností dinukleotidů F(s) a F(h) a z těchto matic 
poté podle vzorečku (1) získáme požadovanou distanční matici.  
                                                              (1) 
Druhým způsobem jak získat distanční matici je výpočet tzv. kosinové distance. 
Kosinová distance se vypočítá z úhlu mezi jednotlivými 16-ti rozměrnými vektory a funkce 
kosinus. Výslednou distanční matici získáme výpočtem podle vzorečku (2). 
                         ,                                                         (2) 
kde cos(F(s),F(h)) je cosinus úhlu mezi vektory četností nukleotidů. [9] 
3.2.2 Metoda založená na četnosti slov různých délek podle Yang 
Podstatou této metody je hledání četností specifických slov různé délky. Tyto 
četnosti jsou poté uloženy do vektoru a seřazeny vzestupně. Pro DNA sekvence, kde se 
vyskytují 4 nukleotidy A, C, G a T, je možných n = 4k slov délky k.  
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Celá sekvence je v prvním kroku zapsána jako vektor četností pro různé délky slov, 
kde k – počet písmen (nukleotidů) v hledaném slovu (nabývá hodnot i1,i2…in), w – počet 
slov délky k a c(w) počet slov délky k v sekvencích.  
Ck = (c(wki1), c(wki2), …, c(wkin)).       (3) 
Poté jsou četnosti jednotlivých slov c(w) seřazeny ve vektroru vzestupně: 
Sk = (c(wki1) ≤ c(wki2) ≤…≤ c(wkin)).      (4) 
Dále jsou získány indexy ze seřazených četností jednotlivých slov a ty jsou opět 
seřazeny vzestupně. Výsledkem je vektor ukazatelů výskytu slov, který definujeme jako:  
Ok = (o(wk1), o(wk2), …, o(wkn)).       (5) 
První sekvenci X můžeme popsat vektorem Ok
X
 = (o
X
(wk,1), o
X
(wk,2), …, o
X
(wk,n)) a 
druhé sekvenci Y odpovídá vektor Ok
Y
 = (o
Y
(wk,1), o
Y
(wk,2), …, o
Y
(wk,n)). Výsledná 
distanční vzdálenost mezi 2 sekvencemi X a Y je vypočtena podle Euklidovské vzdálenosti 
mezi vektory ukazatelů výskytu slov u jednotlivých sekvencí. 
    
                             
 
 
        (6) 
Z výsledných distančních matic pro všechny zvolené délky slova k, jsou pak již 
sestrojeny fylogenetické stromy. Nakonec lze vypočítat konsensuální strom jako průměr 
všech distančních matic podělených 4k ze vzorce (7) [10] 
    
               
                   (7)  
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4 Realizace v programovém prostředí Matlab 
4.1 Vybrané sekvence pro analýzu 
 
Jako zdroj dat a sekvencí jsem využila Genomickou databázi NCBI (National 
Center for Biotechnology Information).  
Jako první testovací soubor jsem si zvolila mimochromosomální DNA, která kóduje 
geny 16S pro ribozomální RNA (rRNA). Soubor se skládá ze 13 sekvencí různých druhů 
primátů uvedených v tabulce 2. Tyto sekvence jsou různě dlouhé. Jejich délka se pohybuje 
od 1557 párů bazí do 1575 párů bazí.  
Jako druhý testovací soubor (tabulka 3) jsem si zvolila kompletní mitochondriální 
genom, který je tvořen cirkulární (kruhovou) molekulou DNA. Z celkového počtu DNA 
tvoří mitochondriální DNA (mtDNA) u savců přibližně 1%. Mitochondriální DNA až na 
výjimky (rostliny) neobsahuje žádné introny a tak na sebe kódující sekvence přímo 
navazují. Soubor obsahuje sekvence 18 primátů (13 primátů je stejných jako u předchozího 
souboru), jejichž délky jsou opět různé od 16 280 párů bazí až po 17 118 párů bazí.  
Jako třetí testovací soubor (tabulka4) jsem si zvolila pro zajímavost 20 kompletních 
genomů viru HIV (Human immunodeficiency virus), které jsou známy ve dvou typech – 
HIV 1 a HIV 2. Oba tyto typy HIV jsem zahrnula mezi testované sekvence v různých 
izolovaných formách. Délky genomů jsou opět různé, pohybují se od 9128 párů bazí do 
10 359 párů bazí.  
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Tabulka 2 Sekvence kódující geny 16S pro rRNA 
Organismus 
Délka sekvence 
(bp) 
ID 
Papio Papio - Pavián guinejský 1562 459485530:1089-2650 
Eulemur fulvus - Lemur bělohlavý 1575 459485530:1089-2650 
Macaca mulatta - Makak rhesus 1558 49146236:1624-3181 
Pongo abelii - Orangutan sumaterský 1560 5835834:1095-2654 
Hylobates lar - Gibon bělohlavý 1558 5835820:1089-2646 
Nomascus gabriellae - Gibon žlutolící 1558 408772040:1092-2649 
Nomascus leucogenys - Gibon bělolící 1557 529217390:1092-2648 
Pongo pygmaeus - Orangutan bornejský 1558 5835163:1094-2651 
Gorilla gorilla gorilla - Gorila nížinná 1558 195952353:1091-2648 
Homo sapiens neaderthalensis - Neandrtálec 1558 196123578:1667-3224 
Homo sapiens - Člověk moderního typu 1559 HQ260949:1621-3179 
Pan paniscus - Šimpanz bonobo 1559 5835135:1091-2649 
Pan troglodytes - Šimpanz učenlivý 1558 5835121:1090-2647 
 
Tabulka 3 Kompletní mitochondriální genom 18 sekvencí 
Organismus Délka sekvence 
(bp) 
ID 
Papio Papio - Pavián guinejský 16505 NC_020009 
Eulemur fulvus - Lemur bělohlavý 17118 NC_012769 
Macaca mulatta - Makak rhesus 16564 KJ567053 
Pongo abelii - Orangutan sumaterský 16499 NC_002083 
Hylobates lar - Gibon bělohlavý 16472 NC_002082 
Nomascus gabriellae - Gibon žlutolící 16478 NC_018753 
Nomascus leucogenys - Gibon bělolící 16478 NC_021957 
Pongo pygmaeus - Orangutan bornejský 16389 NC_001646 
Gorilla gorilla gorilla - Gorila nížinná 16412 NC_011120 
Homo sapiens neanderthalensis - Neandrtálec 16565 NC_011137 
Homo sapiens - Člověk moderního typu 16519 HQ260949 
Pan paniscus - Šimpanz bonobo 16563 NC_001644 
Pan troglodytes - Šimpanz učenlivý 16554 NC_001643 
Gorilla beringei graueri – Gorila východní 
nížinná 
16429 
KF914213 
Hylobates pileatus- Gibon kápový 16502 NC_014045 
Eulemur rufus – Lemur červenavý 16280 NC_021948 
Nycticebus bengalensis – Outloň bengálský 16735 NC_021958 
Loris tardigradus – Lori ryšavý 16776 NC_012763 
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Tabulka 4 Sekvence 20 kompletních genomů viru HIV 
Typy a formy HIV virů  délka sekvence ID 
HIV type 2, isolate ROD 9671 M1539 
HIV isolate 11Gab6352 9250 JX245015 
HIV type 2 9672 M31113 
HIV isolate 10Gab1190 9157 JX245014 
HIV type 1, strain CM240 9203 U54771 
HIV type 1, isolate ARV-2/SF2 9737 K02007 
HIV type 1 9793 L20571 
HIV type 1, isolate BRU 9229 K02013 
HIV type 1, isolate RF (HAT-3) 9128 M17451 
  HIV type 1, isolate MN 9738 M17449 
HIV type 2 from strain HIV-2UC1 10271 L07625 
HIV type 2, isolate SBLISY 9636 J04498 
HIV 2 isolate BEN 10359 M30502 
HIV type 2 EHO 10351 U27200 
HIV type 1 Ugandan isolate U455 9178 M62320 
HIV type 1, isolate JRCSF 9540 M38429 
HIV type 1, isolate ELI 9176 K03454 
HIV 2, isolate 08JP.NMC842 10250 AB499695 
HIV type 2 10172 U22047 
HIV type 2 (HIV-2) 9472 J04542 
 
4.2 Realizovaná standardní fylogenetická metoda 
 
Základem této metody na rozdíl od dále zmiňovaných numerických metod je, jak již 
bylo zmíněno výše, zarovnání sekvencí. Sekvence jsou analyzovány v zarovnaném stavu a 
je vždy určena suma všech neshod mezi jednotlivými sekvencemi. Distanční matice je poté 
získána jako suma neshod (změn) v sekvencích podělena délkou zarovnané sekvence. 
Výsledný fylogenetický strom pro první testovací soubor (tabulka2) je zobrazen na obrázku 
5.  
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Obrázek 5 Fylogenetický strom pro 13 primátů 
Podle NCBI (National Center for Biotechnology Information) byl sestaven 
fylogenetický strom pro 18 druhů primátů popsaných v Tabulce 2. Výsledný fylogenetický 
strom vytvořený z taxonomie primátů je zobrazený na obrázku 6. [16] 
 
Obrázek 6 Fylogenetický strom primátů sestavený podle [16] 
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Výsledný fylogenetický strom z fylogenetické metody společně s fylogenetickým 
stromem sestaveným podle taxonomie bude dále sloužit jako standart, vůči kterému se bude 
hodnotit úspěšnost klasifikace numerických metod.  
 
4.3 Realizované numerické metody 
4.3.1 Základní numerické metody 
Základní numerické metody byly nejprve otestovány na prvním souboru dat a 
výsledné fylogenetické stromy srovnány se standardní fylogenetickou metodou a 
fylogenetickým stromem sestaveným z taxonomie primátů. Výsledné fylogenetické stromy 
vytvořené z distančních matic u výše zmiňovaných základních numerických metod jsou 
zobrazené na následujících obrázcích (obrázky 7 – 9). Ve fylogenetických stromech jsou 
pro přehlednost a lepší analýzu barevně zvýrazněny rodové příbuznosti 
 
Obrázek 7 Fylogenetický strom sestavený na základě specifické četnosti nukleotidů 
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Obrázek 8 Fylogenetický strom sestavený na základě specifické četnosti 
dinukleotidů 
 
Obrázek 9 Fylogenetický strom sestavený na základě specifické četnosti 
nukleotidových tripletů 
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Ze základních numerických metod se jako nejúspěšnější z testovaných ukázala 
metoda založená na klasifikaci organismů na základě specifické četnosti dinukleotidů. 
Správně zde byla určena jak příbuznost primátů z rodu Pongo (Pongo abelii, Pongo 
pygmaeus) tak i blízká příbuznost paviána s makakem (Papio papio, Makak rhesus). Tyto 
příbuznosti nebyly metodou specifické četnosti nukleotidových tripletů ani metodou 
založenou na specifické četnosti nukleotidů vůbec rozeznány. Jedinou příbuznost, kterou 
metoda specifické četnosti nukleotidových tripletů určila správně, i když s menší 
nepřesností, byla příbuznost mezi primáty z rodu Homininae (Homo sapiens, Homo sapiens 
neanderthalensis, Gorilla gorilla gorilla, Pan paniscus, Pan troglodytes), ale Šimpanze 
bonobo (Pan paniscus) do této příbuznosti vůbec nezařadila. Metodou založenou na 
specifické četnosti nukleotidů nebyly správně klasifikovány ani rodové příbuznosti 
orangutanů (Pongo abelii, Pongo pygmaeus) a gibonů (Nomascus gabriellae, Nomascus 
leucogenys).  
Nejúspěšnější metodou v klasifikaci primátů byla metoda založená na četnosti 
dinukleotidů, a proto v další části práce je ze základních numerických metod použita již 
pouze tato jako zástupce základních numerických metod.  
 
4.4 Realizované pokročilé numerické metody 
4.4.1 Metoda založená na specifické četnosti různě vzdálených 
dinukleotidů 
Princip této metody, jejíž teorie byla popsána v kapitole 3.2.1, je popsán na 
následujícím příkladu s krátkou sekvencí S1 – CGGTCAAGCTTTAAC, jejíž délka je 15 
nukleotidů. Nejprve se určí maximální vzdálenost nukleotidů jako podíl minimální délky 
sekvence vyskytující se v souboru sekvencí, která se poté podělí čtyřmi. U sekvence S1 
bude vzdálenost nukleotidů d nabývat hodnot od 1 do 3.  
Kombinací čtyř základních nukleotidů získáme 16 dinukleotidů - AA, AC, AG, AT, 
TT, TA, TC, TG, GT, GA, GC, GG, CT, CA, CC, CG, jejichž četnost je zjišťována. 
Postupně jsou počítány četnosti dinukleotidů vzdálených od sebe v tomto případě 1, 2 a 3 
nukleotidy. Výsledkem je 16-ti rozměrná matice s četnostmi jednotlivých dinukleotidů.  
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Pro vzdálenost d=1 se četnost dinukleotidů stanovuje v plovoucím okně o délce w=2 
s krokem k=1, pro vzdálenost d=2 vzroste délka okna o 1 na w=3, přičemž dinukleotidem 
chápeme první a poslední znak v okně. Pro vzdálenost d=3 se opět délka okna zvýší o 1 na 
w=4 a dinukleotidem chápeme opět první a poslední znak. Na obrázku 10 je znázorněn 
blokový diagram této metody. 
V práci nebyl využit standardní způsob realizace, ale bylo využito toho, že doménou 
Matlabu jsou operace s maticemi, a proto byla odstraněna potřeba vnořených cyklů 
převedením sekvence do matice. 
Pro vzdálenost d=1 se převede celá sekvence do jednořádkové matice a dinukleotidy 
počítají jako v základní numerické metodě založené na četnosti dinukleotidů. Pro 
vzdálenost d=2 se sekvence S1 převede do dvouřádkové matice, přičemž první řádek 
matice je tvořen nukleotidy s indexy 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 a ve druhém řádku jsou 
nukleotidy s indexy 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16. Před tím než je sekvence takto rozdělena, 
musí být zajištěno, že délka sekvence je dělitelná vzdáleností nukleotidů (d). V tomto 
případě tomu tak nebylo, a proto na konec sekvence je přidán znak -. Četnost dinukleotidu 
je poté vypočtena po řádcích z takto změněné S1: 
CGCACTAC 
GTAGTTA-. 
Pro vzdálenost d=3 se sekvence S1 převede do matice, která bude obsahovat 3 
řádky. První řádek matice budou tvořit nukleotidy s indexy (z původní S1) 1, 4, 7, 10, 13; 
ve druhém řádku budou nukleotidy s indexy 2, 5, 8, 11, 14 a ve třetím řádku 3, 6, 9, 12, 15. 
Dále je četnost dinukleotidů spočtena opět po řádcích jako v předchozím případě z takto 
změněné S1: 
CTATA 
GCGTA 
GACTC. 
Obrázek 10 Blokový diagram metody založené na četnosti dinukleotidů různě 
vzdálených od sebe 
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V tabulce 5 je zobrazena četnost dinukleotidů vzdálených od sebe 1, 2 a 3 
nukleotidy. Tyto četnosti dinukleotidů jsou dále poděleny délkou sekvence, od které je 
odečtena příslušná vzdálenost nukleotidů, a tím jsou normalizovány. Stejný postup byl 
aplikován i na další krátké sekvence S2 TATCCGTCTACGTAC a S3 
CGGTCTTGCAAATCC. V tabulce 6 jsou zobrazeny normalizované četnosti dinukleotidů pro 
sekvenci S1, S2 a S3. 
Tabulka 5 Četnosti dinukleotidů pro sekvenci S1 CGGTCAAGCTTTAAC 
d AA AC AG AT CA CC CG CT 
1 2 1 1 0 1 0 1 1 
2 0 2 1 0 1 0 1 1 
3 0 1 0 1 0 0 1 2 
d GA GC GG GT TA TC TG TT 
1 0 1 1 1 1 1 0 2 
2 0 1 0 2 3 0 0 1 
3 1 1 0 1 3 1 0 0 
 
Tabulka 6 Normalizované četnosti pro sekvence S1, S2 a S3 
S1/d 1 2 3 S2/d 1 2 3 S3/d 1 2 3 
AA 0,14 0 0 AA 0 0 0 AA 0,14 0,08 0 
AC 0,07 0,15 0,08 AC 0,14 0,08 0,08 AC 0 0,08 0,17 
AG 0,07 0,08 0 AG 0 0,08 0 AG 0 0 0 
AT 0 0 0,08 AT 0,07 0 0,08 AT 0,07 0,08 0,08 
CA 0,07 0,08 0 CA 0 0,08 0,08 CA 0,07 0,08 0,08 
CC 0 0 0 CC 0,07 0 0,17 CC 0,07 0 0 
CG 0,07 0,08 0,08 CG 0,14 0,08 0 CG 0,07 0,08 0,08 
CT 0,07 0,08 0,17 CT 0,07 0,15 0,08 CT 0,07 0,08 0,08 
GA 0 0 0,08 GA 0 0,08 0 GA 0 0,08 0,08 
GC 0,07 0,08 0,08 GC 0 0,08 0,08 GC 0,07 0,08 0,08 
GG 0,07 0 0 GG 0 0 0 GG 0,07 0 0 
GT 0,07 0,15 0,08 GT 0,14 0 0,08 GT 0,07 0,08 0,08 
TA 0,07 0,23 0,25 TA 0,21 0 0,08 TA 0 0 0,08 
TC 0,07 0 0,08 TC 0,14 0,23 0,08 TC 0,14 0,15 0,08 
TG 0 0 0 TG 0 0 0,17 TG 0,07 0,08 0 
TT 0,14 0,08 0 TT 0 0,15 0 TT 0,07 0,08 0,08 
 
Tabulky normalizovaných četností slouží jako reprezentace jednotlivých sekvencí. 
Normalizované četnosti jsou přepsány do matice, kdy první řádek obsahuje četnosti 
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reprezentující S1, druhý řádek obsahuje četnosti reprezentující sekvenci S2 a poslední třetí 
řádek obsahuje četnosti reprezentující sekvenci S3. Výsledná matice normalizovaných 
četností je dosazena do vzorce (1)                            a vypočtena distanční 
matice. Výsledná distanční matice je zobrazena v tabulce 7.  
Tabulka 7 Distanční matice pro sekvence S1, S2 a S3 
 S1 S2 S3 
S1 0 2,86 1,99 
S2 2,86 0 2,27 
S3 1,99 2,27 0 
 
Z výsledné distanční matice je již vykreslen fylogenetický strom, který je zobrazen 
na obrázku 11. Z distanční matice je patrné, že podobnější si jsou sekvence S1 a S3 
(nejmenší distanční vzdálenost), což poté vyplývá i z fylogenetického stromu.  Na obrázku 
12 je pro ukázku zobrazen výsledný fylogenetický strom 13 primátů z prvního 
analyzovaného souboru sestrojený pomocí této metody se zvýrazněnými rodovými 
příbuznostmi.  
 
Obrázek 11 Výsledný strom z krátkých sekvencí S1, S2 a S3 
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Obrázek 12 Fylogenetický strom ze specifické četnosti různě vzdálených 
dinukleotidů pro první soubor sekvencí 
 
4.4.2 Metoda založená na specifické četnosti slov různé délky 
Princip této metody, jejíž teorie byla popsána v kapitole 3.2.2, je popsán na 
následujícím příkladu s krátkou sekvencí S1- ATTCGACT a S2 – TCCATTG. Postup celé 
metody je popsán pro délku slova 1 nukleotid. Pro ostatní délky je postup úplně totožný. 
Pokud je délka slova 1 nukleotid existují právě čtyři různá slova, a to A, C, G a T.  
Nejprve je určena četnost jednotlivých slov u obou sekvencí, která je zapsána do 
vektoru označeného C1 = (četnost A, četnost C, četnost G, četnost T). Přičemž četnost A 
má index 1, četnost C má index 2, četnost G má index 3, četnost T má index 4. Pro S1 je 
vektor četností C1 = (2, 2, 1, 3) a pro sekvenci S2 je vektor četností C1 = (1, 2, 1, 3). 
Hodnoty četností ve vektoru C1 jsou seřazeny vzestupně, přičemž je nutné si zapamatovat 
indexy daných nukleotidů. Seřazené vektory četností jsou označeny S1 a pro sekvenci S1 
má vektor hodnoty S1 = (1, 2, 2, 3) a pro sekvenci S2 má vektor hodnoty S1 = (1, 1, 2, 3). 
Dalším krokem je seřazení indexů ve vektoru S1 a zapsání jejich pozic do vektoru O1. 
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Vektor O1tak pro sekvenci S1 nabývá hodnot O1 = (2, 3, 1, 4) a pro sekvenci S2 nabývá 
vektor hodnot O1 = (1, 3, 2, 4). 
Z výsledných vektorů O1je již vypočtena distanční vzdálenost jako suma 
absolutních odchylek a normalizován 2^(4*k-1), přičemž k je příslušná délka slova a 
distanční matice je tak normalizována maximální hodnotou rozdílu pořadí dvou vektorů o 
délce k. Každá dílčí distanční matice je normalizována pro hodnoty od 0 do 1, kde 1 je 
rozdíl dvou zcela odlišných sekvencí. Konsenzuální matice je potom získána 
zprůměrováním dílčích distančních matic. Tato normalizace dává stejnou váhu všem 
délkám slov na rozdíl od normalizace a výpočtu distančních matic v článku [9], kde 
navržená normalizace počtem slov dává vyšší váhu maticím pro větší k (delší slova). 
Distanční vzdálenosti d1 až d7 a konsenzus vypočtené z krátkých sekvencí S1 a S2 jsou 
zobrazeny v tabulce 8.  
                               
              
Tabulka 8 Distanční vzdálenosti d1 až d7 a konsenzus 
d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 konsenzus 
0,25 0,5156 0,1387 0,0362 0,0064 0,000943 0,000195 0,1354 
 
Na obrázku 13 je zobrazeno blokové schéma této metody založené na specifické 
četnosti slov různé délky a na obrázku 14 je pro ukázku znázorněn výsledný konsenzuální 
strom 13 primátů z prvního analyzovaného souboru se zvýrazněnými rodovými 
příbuznostmi.   
 
Obrázek 13 Blokový diagram metody založené na specifické četnosti slov různé 
délky 
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Obrázek 14 Konsenzuální strom ze specifické četnosti slov různé délky 
 
4.5 Grafické uživatelské rozhraní 
 
Pro usnadnění práce s programem a vykreslení všech výsledných fylogenetických 
stromů bylo v Matlabu využito programové prostředí GUI (Graphical User Inetrface), které 
bylo vytvořeno pomocí nástroje pro tvorbu interaktivního grafického rozhraní GUIDE 
(Graphical User Interface Development Environment) [11] 
Uživatelské prostředí je naprogramováno tak, že po kliknutí na tlačítko Načíst 
sekvence se otevře složka pro výběr sekvence, která má být analyzována. Název vybrané 
sekvence se poté vypíše do okna pod tímto tlačítkem pro lepší přehled o vybrané sekvenci.  
Nejdůležitější částí grafického prostředí je výběr metody pro určení podobnosti 
mezi sekvencemi. Na výběr je standardní fylogenetická metoda jako zástupce klasického 
přístupu klasifikace organismů, dále ze základních numerických metod – metoda založená 
na specifické četnosti dinukleotidů a z pokročilých numerických metod – metoda založená 
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na specifické četnosti dinukleotidů různě vzdálených od sebe (podle Qi) a metoda založená 
na specifické četnosti slov různé délky (podle Yang). U poslední zmiňované metody je dále 
na výběr délka slova od 1 nukleotidu až po 7 nukleotidů nebo konsenzuální strom (průměr 
ze všech distančních matic).  
Další možností v grafickém prostředí je vykreslení kladogramu místo 
fylogenetického stromu. Kladogram znázorňuje pořadí a způsob větvení jednotlivých 
vývojových linií – topologii, ale délka větví ani úhel nenese žádnou informaci oproti 
fylogenetickému stromu. Kladogram je pro přehlednost a hodnocení různých metod mezi 
sebou výhodnější a přehlednější, pro ukázku je zobrazen dále na obrázku 16. 
Celý program se spouští po kliknutí na tlačítko Vykreslit strom. Výsledkem je 
fylogenetický strom nebo kladogram z vybraných sekvencí a vybrané metody. Zároveň je 
po vykreslení stromu vypsán i čas potřebný pro výpočet dané metody je tedy ihned jasně 
patrná časová náročnost dané metody. Náhled grafického prostředí je zobrazen na obrázku 
15.  
Na obrázku 16 je zobrazen výsledný kladogram 20 kompletních genomů viru HIV 
sestrojený standardní fylogenetickou metodou. V kladogramu je barevně znázorněno 
správné rozdělení genomů viru HIV na typ 1 a typ 2. Je zde také jasně patrný rozdíl mezi 
klasickým přístupem vykreslení fylogenetického stromu a kladogramem, kdy v kladogramu 
je stejná délka a je tak více přehledný. [17] [18] 
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Obrázek 15 Grafické uživatelské rozhraní 
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Obrázek 16 Kladogram standardní fylogenetické metody 
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5 Hodnocení výsledků 
 
K objektivnímu hodnocení a analýze úspěšnosti klasifikace organismů byly v práci 
použity Pearsonův korelační koeficient a Robinson – Fouldova vzdálenost. Dále byly 
jednotlivé metody mezi sebou hodnoceny z hlediska jejich časové náročnosti. 
 
5.1 Časová náročnost metod 
 
Důležitým hlediskem v hodnocení jednotlivých metod je jejich časová a 
programová náročnost. Tabulka 9 zobrazuje časovou náročnost jednotlivých metod. 
Opice_16S znamená první testovací soubor, tedy geny pro ribozomální DNA u 13 primátů, 
opice_MT znamená druhý testovací soubor – celý mitochondriální genom u 18 primátů, 
HIV – znamená třetí testovací soubor – 20 kompletních genomů viru HIV.  
Nejlépe z hlediska časové náročnosti vychází základní numerická metoda založená 
na specifické četnosti dinukleotidů a to u všech testovaných souborů, přičemž analýza 
netrvala ani sekundu. Jako druhá nejlepší vychází metoda založená na specifické četnosti 
slov různé délky, u kterých analýza netrvala ani u nejdelších analyzovaných sekvencí 
(kompletní mitochondriální genom – cca 16 000 nukleotidů) více jak minutu.  
Naopak překvapivě nejhůře vyšla metoda založená na četnosti dinukleotidů různě 
vzdálených od sebe (podle Qi), u které se časová náročnost u nejdelších sekvencí vyšplhala 
skoro až na 3 hodiny. Kvůli tomuto zjištění bylo vyzkoušeno, jak by fungovala tato metoda 
z hlediska úspěšnosti klasifikace organismů se vzdáleností jeden až sedm nukleotidů 
(vzhledem k dobré úspěšnosti metody založené na specifické četnosti slov různé délky, kde 
jsou zahrnuty slova délky 1 až 7 nukleotidů). Díky této změně se výrazně zmenšila časová 
náročnost této metody na méně než sekundu (tabulka 9) a úspěšnost klasifikace se změnila 
jen nepatrně, což je ukázáno dále (tabulka 10,11). Díky této změně se již podle očekávání 
jeví jako nejvíce časově náročná standardní fylogenetická metoda, která pracuje se 
zarovnanými sekvencemi a samotné zarovnání sekvencí představuje přes 90 % z celkového 
času. 
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Tabulka 9 Časová náročnost metod 
čas [s]/sekvence opice_16S opice_MT HIV 
Standardní fyl. metoda 8,5665 1545,7339 624,5472 
Četnost dinukleotidů 0,0419 0,0667 0,0703 
podle Qi (d = 1:délka sekvence/4) 59,9293 10419,9141 3851,799 
podle Qi (d = 1:7) 0,0897 0,3390 0,7994 
podle Yang 17,6353 49,9211 38,8206 
 
5.2 Pearsonův korelační koeficient 
 
Pro proměnné sledované v biologii, kdy přímá funkční závislost mezi veličinami 
prakticky neexistuje, je typická korelační závislost. Korelační analýza hledá určitou 
podobnost a závislost mezi veličinami, hledá, jestli spolu dvě veličiny navzájem nějakým 
způsobem korespondují.  
Pokud jsou veličiny korelovatelné, mají hodnoty jedné veličiny tendenci vyskytovat 
se společně s určitými hodnotami druhé veličiny. Jedná se tedy o vztah dvou proměnných, 
které jsou vzájemně závislé. Koeficient závislosti může nabývat hodnot od -1 do 1. Čím 
větší je absolutní hodnota korelačního koeficientu, tím těsnější je korelace mezi oběma 
proměnnými. Kladné znaménko ukazuje na přímou závislost a záporné znaménko na 
závislost nepřímou. Pokud je hodnota korelačního koeficientu rovna 0, pak závislost mezi 
veličinami neexistuje. [13] [14] 
V práci je vyhodnocení vzájemné korelace provedeno pomocí již vytvořené funkce 
corrcoef v Matlabu, kdy vstupem je vždy dvojice distančních matic dvou korelovaných 
metod a výstupem samotný korelační koeficient. 
Tabulka 10 zobrazuje vypočtený Pearsonův korelační koeficient u všech 
testovaných metod. Vzájemná korelace byla vždy provedena proti distanční matici ze 
standardní fylogenetické metody.  
U prvního testovacího souboru dat vyšla jako nejúspěšnější metoda založená na 
četnosti slov různé délky (podle Yang) a to konsenzuální strom s korelačním koeficientem 
0,9720. Jako druhá nejúspěšnější vyšla metoda založená na četnosti dinukleotidů různě 
vzdálených od sebe (podle Qi) se vzdáleností nukleotidů maximálně do čtvrtiny délky 
sekvence s korelačním koeficientem 0,9534. Z hlediska časové náročnosti u této metody 
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byla vyzkoušena úspěšnost klasifikace, když snížíme maximální možnou vzdálenost mezi 
nukleotidy na 7, takže vzdálenost mezi sekvencemi poté nabývá hodnot od 1 do 7 
nukleotidů. Po této změně se korelační koeficient snížil na 0,9117. Naopak u ostatních 
sekvencí, které jsou podstatně delší, došlo ke zvýšení korelačního koeficientu. Změnou 
maximální vzdálenosti mezi nukleotidy tak nedošlo ke zhoršení v klasifikaci organismů – 
výjimku tvoří pouze krátké sekvence, u kterých je zhoršení úspěšnosti pouze minimální. 
Naopak nejhůře a to u všech testovaných sekvencí vyšla metoda založená na četnosti slov 
různé délky (podle Yang) – s délkou slova 1 nukleotid, což se dalo předpokládat, protože 
v délce slova 1 nukleotid nejsou obsaženy důležité fylogenetické informace pro klasifikaci 
organismů a tím pádem i distanční matice vůbec neodpovídá skutečnosti.  
U druhého testovacího souboru dat (opice_MT) s největším korelačním 
koeficientem, a to 0,9283, vyšla metoda založená na četnosti slov různé délky (podle Yang) 
– s délkou slova 5 nukleotidů. U posledního testovacího souboru (kompletní genom viru 
HIV) vyšel nejvyšší korelační koeficient, a to 0,9356, opět u metody podle Yanga ovšem 
s délkou slova 4 nukleotidy.  
Celkově z hlediska Pearsonova korelačního koeficientu vyšla jako neúspěšnější 
metoda založená na specifické četnosti slov různé délky (podle Yanga) s délkou slova  nad 
4 nukleotidy. 
Tabulka 10 Pearsonův korelační koeficient 
sekvence/metody opice_16S opice_MT HIV 
Četnost dinukleotidů 0,8913 0,8164  0,9229 
podle Qi (d = 1:délka sekvence/4) 0,9534 0,8060 0,9256 
podle Qi (d = 1:7) 0,9117 0,8062 0,9335 
podle 
Yang: 
1 nukleotid 0,7046 0,6603 0,3390 
2 nukleotidy 0,8668 0,7846 0,9082 
3 nukleotidy 0,8894 0,8491 0,9336 
4 nukleotidy 0,8930 0,9132 0,9356 
5 nukleotidů 0,9314 0,9283 0,8982 
6 nukleotidů 0,9403 0,8941 0,8862 
7 nukleotidů 0,9440 0,8911 0,8926 
konsenzuální strom 0,9720 0,9035 0,8996 
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5.3 Robinson – Fouldova vzdálenost 
 
Hodnocení pomocí Robinson – Fouldovy vzdálenosti funguje na principu srovnání 
dvou stromů na základě výskytu stejných shluků. Nejprve je nutné zvolit si referenční 
strom, vůči kterému budou ostatní stromy hodnoceny. V práci byl jako referenční zvolen 
strom sestrojený ze základní fylogenetické metody, který byl vždy srovnán ještě 
s taxonomickým stromem. Srovnání pak již probíhá podle následujícího vzorce: 
     
           
     
 
nc12 je počet shluků v 1. stromu, které se nevyskytují v 2. stormu, 
nc21 je počet shluků v 2. stromu, které se nevyskytují v 1. stromu, 
N je počet shluků (bez kořene). 
Výpočet Robinson – Fouldovy vzdálenosti bude ukázán na dvou stromech o 8 
sekvencích (označených písmeny A – H). Fylogenetické stromy T1 a T2 jsou zobrazeny na 
obrázku 17.  
                
Obrázek 17 Fylogenetické stromy T1 a T2  
 
V obou stromech se vyskytuje 6 shluků (bez kořene), takže N = 6. Ve 
fylogenetickém stromu T1 se vyskytují shluky AD, EG, BH, ACD, BEGH, ABCDEGH a 
ABCDEFGH (kořen, který je vždy stejný). Ve fylogenetickém stromu T2 se vyskytují 
45 
 
shluky AD, EF, BH, ACD, BGH, ACDEF a ABCDEFGH (kořen, který je vždy stejný). 
Společné shluky jsou označeny stejnobarevnými tečkami. 
nc12 = 3 (počet černých teček ve stromu) 
nc21 = 3 (počet černých teček ve stromu) 
     
     
     
     
Výsledná Robinson – Fouldova vzdálenost je 0,5, což je přímo uprostřed hodnot, 
kterých tato vzdálenost nabývá. Nejlepší strom je takový, jehož Robinson - Fouldova 
vzdálenost k referenčnímu stromu je co nejblíže 0, naopak nejhorší je vzdálenost rovna 1. 
[12] 
Tabulka 11 znázorňuje vypočtené Robinson – Fouldovy vzdálenosti pro všechny 
testované metody a soubory dat. Jako referenční strom ke všem metodám, jak již bylo 
zmíněno výše, byl zvolen výsledný kladogram ze základní fylogenetické metody vytvořený 
ze zarovnaných sekvencí. Význam jednotlivých názvů sekvencí – opice_16S, opice_MT, 
HIV – byl popsán výše v kapitole 5.1.  
Tabulka 11 Robinson - Fouldova vzdálenost 
sekvence/metody opice_16S opice_MT HIV 
Četnost dinukleotidů 0,363 0,125 0,667 
podle Qi (d = 1:délka sekvence/4) 0,181 0,1875 0,611 
podle Qi (d = 1:7) 0,181 0,1875 0,667 
podle Yang: 
1 nukleotid 0,909 0,8125 1 
2 nukleotidy 0,272 0,6875 0,777 
3 nukleotidy 0,181 0,125 0,667 
4 nukleotidy 0,181 0,0625 0,555 
5 nukleotidů 0,181 0,0625 0,389 
6 nukleotidů 0,091 0,0625 0,333 
7 nukleotidů 0 0,0625 0,389 
konsenzuální strom 0,091 0,0625 0,333 
 
U prvního testovacího souboru dat vyšla jako nejúspěšnější metoda založená na 
specifické četnosti slov různé délky (podle Yang) s délkou slova 7 nukleotidů s Robinson – 
Fouldovou vzdáleností rovnou 0, což znamená, že není ani jeden shluk, který by byl různý, 
a stromy jsou totožné s úspěšností klasifikace 100%. Naopak nejhůře a to u všech 
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testovacích souborů vyšla metoda podle Yanga s délkou slova 1 nukleotid, což se dalo 
předpokládat, protože nukleotidy nenesou specifickou a dostatečnou fylogenetickou 
informaci. 
U druhého testovacího souboru vyšla jako nejúspěšnější opět metoda podle Yanga 
tentokrát s délkou slova 4, 5, 6, 7 nukleotidů a konsenzuální strom s Robinson – Fouldovou 
vzdáleností 0,0625, což znamená, že je odlišný pouze jeden jediný shluk z celkových 16.   
U třetího testovacího souboru – kompletního genomu jednotlivých typů HIV vyšla 
nejlépe opět metoda podle Yanga tentokrát s délkou slova 6 nukleotidů a konsenzuální 
strom s Robinson – Fouldovou vzdáleností 0,333, což značí 6 odlišných shluků z celkových 
18.  
Robinson – Fouldova vzdálenost vyšla u metody Qi i po změně maximální 
vzdálenosti nukleotidů stejně jako před touto změnou. Akorát u sekvencí HIV Robinson – 
Fouldova vzdálenost mírně vzrostla z 0,611 na 0,667. Tento rozdíl není nijak zásadní a 
stejná hodnota vyšla i u základní numerické metody založené na četnosti dinukleotidů. 
Z hlediska Robinson – Fouldovy vzdáleností nejlépe klasifikovala organismy metoda 
založená na četnosti slov různé délky (podle Yanga) a to především s délkou nad 6 
nukleotidů a konsenzuální strom.  
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6 Závěr 
 
Cílem této bakalářské práce bylo seznámit se s problematikou vyhodnocení 
příbuznosti organismů na základě podobnosti DNA sekvencí, navrhnout a realizovat 
v programovém prostředí Matlab algoritmus pro klasifikaci organismů na základě klasické 
fylogenetické metody založené na zarovnání sekvencí, pro základní a pokročilé numerické 
metody založené na specifické četnosti dinukleotidů, dále na specifické četnosti nukleotidů 
různě vzdálených od sebe a na specifické četnosti slov různé délky.  
V práci byla provedena analýza na sekvencích ribozomální DNA 13 primátů, na 
kompletním mitochondriálním genomu 18 primátů a na souboru 20 kompletních genomů 
pro vir HIV. Tyto sekvence byly analyzovány jak klasickou fylogenetickou metodou tak i 
základními a pokročilými numerickými metodami. Jako zástupce základních numerických 
metod byla vybrána ta, která je založená na četnosti dinukleotidů, jelikož vykazovala 
největší úspěšnost klasifikace. 
Z pokročilých metod byla realizována metoda založená na specifické četnosti různě 
vzdálených nukleotidů (podle Qi) a metoda založená na specifické četnosti slov různé délky 
(podle Yang). Metoda podle Qi je primárně založená na tom, že vzdálenost mezi nukleotidy 
se pohybuje v rozmezí 1 až čtvrtina délky sekvence. Tento přístup je však velice časově a 
výpočetně náročný, a proto byl vyzkoušen nový přístup, kdy se vzdálenost mezi nukleotidy 
pohybuje v rozmezí 1 až 7 nukleotidů. Ve výsledku tento postup zkrátí časový interval 
nutný pro výpočet u nejdelších sekvencí, a to z 3 hodin na ani ne 1 sekundu. Nezlepšila se 
jen časová náročnost metody ale i její úspěšnost, která je buď srovnatelná, nebo i lepší (u 
třetího souboru dat).  
Jako celkově nejúspěšnější se jeví metoda založená na specifické četnosti slov různé 
délky (v práci byla zvolena délka slova od 1 do 7 nukleotidů a konsenzuální strom). 
Největší úspěšnost vykazuje metoda u délky slova 6 a 7 nukleotidů a dále vytvořený 
konsenzuální strom, vytvořený jako průměr všech vypočtených distančních matic. Tato 
metoda vychází nejlépe v poměru časové náročnosti a úspěšnosti detekce.  
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Seznam symbolů a zkratek 
 
DNA – deoxyribonukleová kyselina 
RNA – ribonukleová kyselina 
formát FASTA – slouží k zápisu nukleotidové nebo proteinové sekvence 
IUPAC – International Union of Pure and Apllied Chemistry 
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